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Description 

La presente invention concerne des microparticules lipidiques d'aspect cristallin appele*es microcristaux. 
It s'agit de microcristaux d'une substance insoluble dans I'eau presentant une affinite pour les phospholipi- 
5 des.et d'au moins un phospholipide. 

La presente invention concerne egalement un precede de preparation de microcristaux d'une substance 
insoluble dans I'eau presentant une affinite pour les phospholipides. Elle concerne les microcristaux 
obtenus, ainsi que les compositions pharmaceutiques en comprenant. 
Le procede est caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 
jo a) on evapore le ou les solvant(s) d'une solution de phospholipide(s) et de ladite substance, 

b) on remet le film obtenu apres evaporation du ou des solvant(s), en suspension dans une solution 
aqueuse apres agitation vigoureuse. 
Dans la presente demande, on entend par "microcristaux" les microparticules lipidiques d'aspect 
cristallin obtenues notamment par le procede ci-dessus ou un procede qui en derive, etant entendu que la 
15 structure cristalline n'est pas n^cessairement obtenue stricto sensu. 

Dans ce procede, il faut entendre par "substance insoluble dans I'eau", une substance peu ou pas 
soluble dans I'eau et par "substance presentant une affinite pour les phospholipides" un compose chimique 
plus particulierement capable d'interagir avec les phospholipides par voie physique. On en donnera des 
exemples par la suite. 

20 L'article du Journal of Pharmaceutical Sciences, vol. 73 (1984), No 6, decrit des microcristaux de 
griseofulvine, et de dimyristolylphosphatidylcholine - de faible stabilite. En outre, aucune application 
therapeutique avantageuse n'y est decrite. 

Les microcristaux, obtenus selon I'invention, offrent principalement I'avantage d'obtenir une microsus- 
pension stable en solution aqueuse de microcristaux d'une substance par ailleurs insoluble, ce qui permet 

25 d'administrer ladite substance, lorsqu'il s'agit d'un medicament, sous forme injectable ou pulverisable. 
Comparees aux liposomes, les preparations sous forme de microcristaux, selon I'invention, sont tout 
d'abord plus simples et beaucoup plus economiques a preparer dans la mesure ou ils impliquent la 
presence de constituants en nombre reduit. Ils sont beaucoup plus stables, alors meme que I'instabilite* des 
liposomes en limite consid^rablement les conditions d'emploi. 

30 En outre, vraisemblablement en Vertu d'un effet de pilotage accru notamment vers les macrophages 
d'une part, et d'un effet de liberation progressive de la substance active incorporee, d'autre part, les 
preparations de microcristaux donnent des r^sultats d'activite therapeutique et de toxicite egalement 
nettement plus interessants que les vesicules du type liposome. 

En general, selon I'invention, on utilisera de preference comme phospholipide, de la phosphatidylcholi- 

35 ne. Celle-ci toutefois peut etre utilisee eventuellement en combinaison avec d'autres elements connus, par 
exemple dans la preparation des liposomes, a savoir des sterols comme le cholesterol ou encore de la 
stearylamine. 

Cependant, s'agissant de la formation de microcristaux, le rapport molaire (phospholipide(s)/substance) 
est d'une influence determinante vis-a-vis notamment du rapport molaire (phospholipide(s)/sterol(s)) par 
40 exemple.qui n'a pas une influence sur celle-ci. 

Dans certains cas.cependant, ii peut etre interessant d'ajouter un ou des st£rol(s) pour renforcer 
I'activite de la substance active insoluble a incorporer. 

Le rapport molaire (phospholipide(s)/substance) doit etre inferieur a celui au-dela duquel on observe 
uniquement des vesicules de type liposome. 
45 En effet, si le rapport molaire (phospholipide(s)/substance) engage dans le procede selon I'invention est 
trop eieve, notamment superieur a 10 par exemple, on observe essentiellement la formation de vesicules 
lipidiques ressemblant a des liposomes. 

En revanche, si le rapport molaire est inferieur ou egal a 2, de preference voisin de 1 , on observe une 
interaction specifique avec production homogene de microcristaux dont la taille moyenne est comprise 
so entre 0,1 urn et 1 urn. 

Pour des rapports intermediaires.des melanges de vesicules lipidiques et de microcristaux sont 
obtenus. 

Le rapport molaire entre le ou les phospholipide(s) ou un ou des sterol(s), le cas echeant, comme le 
cholesterol, n'a pas une influence determinante sur la formation de microcristaux. Toutefois, dans certains 
55 cas il peut etre interessant d'ajouter un ou des sterol(s) pour renforcer I'activite de la substance active. 
Selon une variante du procede, retape a) du procede se subdivise ainsi : 
a1) on evapore le ou les solvant(s) de la solution de phospholipide(s), 
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a2) on remet le film lipidique obtenu apres Evaporation, en solution, en ajoutant une solution de ladite 
substance, 

a3) on evapore le ou les solvant(s) de la solution de phospholipide(s) et de ladite substance. 
Dans le procede, le rapport molaire entre le ou les phospholipide(s) d'une part, et ladite substance 
5 d'autre part, est de presence compris entre 0,1 et 2 et de presence compris entre 0,8 et 1,2 ou encore 
voisin de 1. 

Lorsqu'on associe un sterol a la substance a traiter, le rapport molaire dans le procede entre le ou les 
phospholipide(s) et le ou les sterol(s) est de preference compris entre 1 et 2. 

Pour remettre le film obtenu a retape b) en suspension, ceci peut etre effectue* par diverses techniques 
10 connues, mais il est interessant de pouvoir utiliser le traitement aux ultrasons. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, les solvants utilises sont des solvants organiques 
usuels, tels que le chloroforme ou le methanol ou encore des melanges de solvants, par exemple de 
chloroforme et de methanol. 

Par exemple, la solution de phospholipide est une solution de chloroforme et la solution de la substance 
15 en cause est une solution de melange chloroforme/me'thanoi. La solution de sterol, le cas echeant, peut etre 
une solution de methanol. 

Selon une autre caracte>istique du procede, les microcristaux sont purifies par centrifugation et lavage a 
I'eau distillde ou avec une solution aqueuse. 

La presente invention concerne, par exemple, des microcristaux comportant a titre de substance active 
20 des ginkgolides. 

Les plus connus des ginkgolides sont les ginkgolides A, B, C et M qui sont utiles en therapeutique pour 
le traitement et la prevention des maladies provoquSes par le PAF-acether comme cela est ddcrit dans le 
brevet Beige 901915. Parmi ces composes le ginkgolide B s'est re*veie* etre particulierement interessant. 
Le ginkgolide B est tres peu soluble ; ceci constitue un inconvenient lorsque Ton veut I'incorporer dans 

25 certaines compositions pharmaceutiques en particulier des compositions injectables. De plus, il est 
interessant d'avoir a sa disposition des compositions pharmaceutiques capables de convoyer la substance 
active jusqu'aux sites d'activite et d'accroftre ainsi la specificite de la substance active tout en r^duisant 
dans la mesure du possible les effets ind£sirables. 

La presente invention vise a resoudre les problemes e nonces ci-dessus avec la nouvelle forme 

30 cristalline appelee "microcristaux". 

Dans le cas particulier evoque\ les substances insolubles selon I'invention seront choisies parmi les 
ginkgolides et leurs derives et plus particulierement il s'agira du ginkgolide B. Bien que Ton prefere parmi 
les ginkgolides le ginkgolide B, il est egalement possible d'utiliser les derives, tels que les monoacetates, 
les triacetates, les derives tetrahydro- ou acetyls. 

35 Les ginkgolides sont des substances qui interviennent dans le traitement des maladies provoquees par 
I'acether du "Facteur d'activation des plaquettes". 

L'acether du "Facteur d'activation des plaquettes" (PAF-acether) est un phospholipide qui peut etre la 
cause de nombreuses maladies chez I'etre humain ou chez les animaux. L'acether du "Facteur d'activation 
des plaquettes" provoque I'agregation des plaquettes, ainsi que la liberation de leur amine baso-active. La 

40 liberation est provoquee chez les animaux et les etres humains sous I'effet de diffErents types de chocs, 
tels que les chocs anaphylactiques, les brulures, les chocs septiques, les chocs par irradiation et les 
traumas. Sa liberation conduit par la suite a une suppression des reactions immunitaires suite a I'epuise- 
ment des moyens de defense de I'organisme. En effet, depuis son identification (1-0-alkyl-2(R)-acetyl- 
glycero-3-phosphorylcholine) et sa synthase totale, les preuves de sa participation dans certains processus 

45 physiopathologiques, se sont accumuiees, principalement dans I'anaphylaxie pulmonaire et difterents etats 
de choc. 

On connatt de nombreux antagonistes specifiques du PAF-acether. On en distingue principalement 
deux series : 

1 ) des produits presentant une structure analogue a celle du PAF-acether, 
so 2) des produits naturels a activity antagoniste specifique. 

Parmi cette deuxieme categorie, Ton trouve d'une part les lignanes et neolignanes, tels que la 
kadsurenone (Piper futokadsurae), la magnosalicine (Magnolia salicifolia), les nectandrines A et B (Nectan- 
dra rigida) et le dinorlignane de synthese L-652.731 et, d'autre part, les terpeno'fdes isoies du Ginkgo biloba 
(Ginkgolides). 

55 Dependant, ces substances antagonistes de l'acether du "Facteur d'activation des plaquettes" presen- 
ted un inconvenient majeur, en ce qu'ils sont tres peu solubles, ce qui rend leur utilisation en fait 
quasiment inexistante car subordonnee dans la pratique a une administration par perfusion. 
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De maniere tout a fait surprenante, on a decouvert, selon I'invention, que les ginkgolides peuvent etre 
rendus injectables en interagissant avec des phospholipides sous forme de microcristaux. 

II en est de m§me pour les autres substances antagonistes de I'acether du "Facteur d'activation des 
plaquettes", substances hydrophobe et interagissant avec les phospholipides. La plupart de ces substances 
s se sont en effet averSes d'une part, hydrophobe et d'autre part, pr^sentant egalement une affinity pour les 
phospholipides et done une aptitude a la formation de microcristaux avec les phospholipides, ces 
microcristaux constituant une microsuspension stable en solution aqueuse. 

L'affinite des substances antagonistes de I'acether du "Facteur d'activation des plaquettes" pour les 
phospholipides est sans doute a I'origine de leur action inhibitrice sur le PAF-acether qui presente, comme 
w on I'a vu, egalement une structure phospholipidique. Comme il a ete decouvert par la demanderesse, cette 
affinite offre la possibility d'injecter ces substances par la preparation de microcristaux. Mais, en outre, il est 
possible que la similitude des structures phospholipidiques d'une part, des microcristaux formes et, d'autre 
part, du PAF-acether contribue egalement a une plus grande activite therapeutique des compositions 
pharmaceutiques contenant ces microcristaux de substances antagonistes du PAF-acether. 
75 Selon un autre exemple de la presente invention, la substance active en cause peut done etre choisie 
parmi les substances antagonistes de I'acether du "Facteur d'activation des plaquettes". 

Dans ce procede, il faut entendre par substances antagonistes de I'acether du "Facteur d'activation des 
plaquettes" une substance permettant de traiter efficacement les maladies provoquees par I'acether du 
"Facteur d'activation des plaquettes". 
20 Plus particulierement, selon la presente invention, les substances antagonistes de I'acether du "Facteur 
d'activation des plaquettes" peuvent etre choisies parmi des produits de synthese pr^sentant une structure 
analogue a celle du "Facteur d'activation des plaquettes" ou des produits naturels, tels que les terpenoTdes, 
les lignanes et les n6olignanes. 

Notamment parmi les lignanes et neolignanes, les substances antagonistes de I'acether du "Facteur 
25 d'activation des plaquettes" sont choisies parmi la kadsurdnone, la magnosalicine, les nectandrines A et B 
et le dinorlignane de synthese L-652.731 . 

Parmi les produits de synthese, on peut citer les derives de canthene 5, 6. 

Selon un autre exemple de la presente invention, la substance active en cause peut etre choisie parmi 
l'amphotericine B et ses derives pr£sentant une activite" antifongique. On trouvera une description de 
30 certains de ces composes dans la literature [1 ]. 

L'amphotericine B et ses derives, notamment derives aminoacyl, continuent a etre les medicaments de 
choix pour le traitement de nombreuses infections fongiques profondes en depit de leur toxicite severe et 
d'effets secondaires n£fastes importants. 

II a deja ete propose pour reduire la toxicite et augmenter I'activite de I'amphotericine B de I'encapsuler 
35 dans des liposomes. Cependant les resultats obtenus, a ce point de vue, quoique positifs, ne sont pas 
encore suffisants. 

Les microcristaux d'amphotericine B ou de ses derives permettent de pallier a ces inconvenients de 
toxicite importante, tout en augmentant I'activite antifongique desdits substances, de maniere nettement 
plus efficace que les liposomes, vraisemblablement entre autres en vertu d'un effet de pilotage de la 
40 substance vers les cellules cibles comme les macrophages, ainsi qu'un effet de liberation progressive de la 
substance active ameiiores. En outre, le procede de preparation de microcristaux est, d'une maniere 
generale, plus simple a realiser que ('encapsulation dans des liposomes et les preparations obtenues sont 
plus stables. 

La preparation de microcristaux permet egalement d'injecter I'amphotericihe 0 sans usage du deoxy- 
45 cholate comme dans la fungizone ®, celui-ci etant toxique. 

L'amphotericine presente une affinite pour les sterols, e'est pourquoi, dans un mode de realisation du 
procede selon la presente invention, I'amphotericine B ou un de ses derives sont additionnes de sterol(s), 
notamment du cholesterol (Ch) ou de I'ergosterol. 

De maniere avantageuse dans retape B du procede, lorsque la substance en cause est un agent anti- 
50 PAF-acether, on remet le film obtenu apres evaporation du solvant en suspension dans une solution 
tamponnee a pH compris entre 5 et 8, de preference a pH 5,9, par exemple dans un tampon acetate ou 
phosphate. 

Dans retape b) du procede. lorsque la substance est l'amphotericine B, notamment en I'absence de 
sterol, la solution aqueuse est par exemple une solution de NaCI. En presence de sterol, la solution 
55 aqueuse de retape b) du procede peut etre de I'eau distiliee ou du NaCI. Alors avantageusement apres 
retape b) du procede, les microcristaux sont purifies par centrifugation et lavage en solution aqueuse de 
retape B. 
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On peut Egalement avantageusement notamment lorsque la substance en cause est de l'amphot6ricine 
B utiliser comme solution aqueuse des solutions de saccharides, par exemple le lactose ou encore le 
glucose, notamment des solutions 0,1 M. Les microcristaux obtenus peuvent, dans ces conditions, etre 
lyophilises. II en results une possibility de conservation a long terme. 
5 La presente invention a egalement pour objet les microcristaux obtenus et notamment des preparations 
de microcristaux qui peuvent etre lyophilises. 

II s'agit de microcristaux d'une substance insoluble dans I'eau et pr£sentant une affinity pour les 
phospholipides et au moins un phospholipide, dans un rapport molaire (phospholipide(s)/substance insolu- 
ble) est inferieur ou 6gal a 2 et notamment est compris entre 0,8 et 1,4 ou encore voisin de 1. 
w Ces microcristaux ont une taille comprise entre 0,1 urn et 2 urn, ou plus particulierement voisin de 500 
nm. 

Les microcristaux selon I'invention peuvent comporter par exemple une substance insoluble choisie 
parmi les ginkgolides et leurs de>iv£s et un phospholipide qui peut etre la phosphatidylcholine ou un de ses 
d6riv£s. 

75 Par exemple on citera des microcristaux, caracte>is£s en ce qu'ils comportent du ginkgolide B et de la 
phosphatidylcholine dans un rapport sensiblement equimolaire. 

Plus generalement, I'invention a Egalement pour objet des microcristaux contenant un agent anti-PAF- 
acether et un ou des phospholipide(s) de preference dans un rapport molaire voisin de 1. 

Selon un autre exemple, la presente invention a pour objet des microcristaux contenant de I'amphoteVi- 
20 cine B ou d'un de ses derives antifongiques. 

Dans un mode de realisation particulier, ces microcristaux comportent de I'amphotericine B ou un de 
ses derives, additionn6e ou non de ste>ol(s) et de la phosphatidylcholine. 

Par exemple, les microcristaux comportent de I'amphoteVicine B et de la phosphatidylcholine dans un 
rapport molaire voisin de 1 . 

25 Lorsque Ton associe un sterol a la substance active, du point de vue du rapport molaire des 
composants incorpor^s dans le microcristaux, le rapport molaire (phospholipide(s)/sterol(s) + substance) 
compris entre 0,8 et 1 ,4 ou encore voisin de 1 . 

Ainsi, on peut citer notamment le rapport molaire (phosphatidylcholine/choleste>ol/amphotericine B) de 
4/2/1 (soit un rapport molaire global entre le phospholipide et la substance a traiter additionnes de ste>ol(s)) 

30 de 4/3. 

La presente invention a egalement pour objet des compositions pharmaceutiques comportant a titre de 
principes actifs des microcristaux selon la presente invention. 

De preference, ces compositions pharmaceutiques sont conditionnees sous forme injectable ou pulveri- 
sable ou encore sous forme lyophylis£e. 
35 D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaltront a la lumiere de la 
description de*taill6e qui va suivre sous forme d'exemples. 

EXEMPLE 1 

4 ° MISE AU POINT DE FORMES ADMINISTRABLES DU GINGKOLIDE B 

Les gingkolides A, B et C sont des terpenes isoles des feuilles de Gingko biloba et poss£dant une 
activite antagoniste vis-a-vis de l'ace*ther du facteur d'activation des plaquettes, phospholipide implique* 
dans les reactions inflammatoires et d'hypersensibilite" immediate (par exemple agrggation plaquettaire, 
45 spasmes bronchiques, ...). 

Le compose* le plus actif : le gingkolide B a une solubility limine dans I'eau a 100 u,g/ml. Par contre, le 
traitement ou la prevention des maladies provoqu6es par I'ac6ther du facteur d'activation des plaquettes 
implique ('administration de 1 a 50 mg de gingkolide par kg soit pour 1 homme de 70 kg, entre 70 et 3500 
mg de gingkolide B. 

so II se posait done le probleme de I'obtention d'une forme administrable du gingkolide B. La molecule 
6tant tres hydrophobe, on a tout d'abord pense* a enrober le gingkolide B dans des vesicules lipidiques 
(liposomes) et ulte>ieurement, une m&hode d'obtention de microcristaux de gingkolide B associ^s a de la 
phosphatidylcholine a 6t£ d£velopp6e donnant de meilleurs r^sultats. 

55 A) INCORPORATION DANS DES LIPOSOMES 

II a d'abord £t§ choisi une incorporation dans des liposomes multilamellaires composes de phosphati- 
dylcholine (PC), cholesterol (Ch) et de st£arylamine (SA) 
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Les liposomes ont ete prepares a pH 7,4 puis a pH legerement acide. 
1 . Preparation _de lip_oso_m_es 

5 Des liposomes multilamellaires contenant le gingkolide B ont ete prepares comme suit. 

Les lipides : 50 umoles (39,25 mg) de phosphatidylcholine (PC), 37,5 umoles (14,51 mg) de cholesterol 
(Ch) et 12,5 umoles (3,37 mg) de stearylamine (SA) sont dissous dans 10 ml de chloroforme-methanol (4:1 
en volume) dans un ballon de 500 ml. La gingkolide B dissoute dans le methanol y est ajoutee (0,86 a 4,25 
mg soit 2-10 umoles) et le solvant est evapore sous vide a I'aide d'un evaporateur rotatif a une temperature 

io de 30 *C. Le film est repris dans 10 ml de chloroforme et reevapore pour obtenir un film lipidique uniforme 
dans le ballon. 

Les liposomes multilamellaires (MLV) sont formes par addition de 4 ml de tampon phosphate pH 7,4, 
0,15 M en NaCI et agitation vigoureuse au vortex pendant 5 minutes puis laiss£s sous azote pendant 16 
heures. 

15 L'efficacite de I'incorporation du gingkolide B dans les liposomes MLV depend de la quantite* de 
gingkolide B engaged et atteint a pH 7,4 un maximum de 64 %. 

Une etude de la stabilite de ces liposomes contenant le gingkolide B indique qu'a chaque lavage des 
MLV, on perd jusqu'a environ 100 ug de gingkolide B. 

20 2. Liposomes preparers a pH 6,5 

Le gingkolide B a 6t6 incorpore dans des liposomes MLV composes de phosphatidylcholine, de 
cholesterol et de stearylamine (4:3:1) a pH 6,5 (tampon phosphate 0,15 M) suivant la meme procedure qu'a 
pH 7,4, mais en augmentant la quantite* de gingkolide mise en presence des lipides. Les resultats indiquent 
25 que le pourcentage d' incorporation atteint 87 %, soit 1 molecule de gingkolide B pour 4,4 molecules de 
phosphatidylcholine. 

3. Liposomes prepares b pH 5,9 

30 Le gingkolide B a ete incorpore dans les liposomes MLV a pH 5,9 suivant la meme procedure qu'a pH 
7,4. Les resultats montrent que le pourcentage d'incorporation est arrteliore encore soit 1 molecule de G-B 
pour 2,8 molecules de PC. La meilleure incorporation a pH 5,9 s'explique sans doute par la plus grande 
stabilite du gingkolide B a ce pH, I'ouverture des cycles lactones a pH neutre ou alcalin, conduisant a des 
produits plus hydrophiles etant connue. Toutefois, la stabilite des liposomes n'est pas amelioree. 

B) PREPARATION [DE_ MICROCRISTAUX DE GINGKOLIDE B 

En plus de liposomes, on a observe* la presence de microcristaux stables dans une preparation dont le 
rapport molaire PC/GB etait 1 ,54. 
40 L'observation de microcristaux a la place de liposomes contenant le gingkolide B a conduit a etudier 
les conditions de leur obtention maximum. On a tout d'abord analyse* I'influence, sur leur formation, de la 
composition lipidique des liposomes et celle du rapport entre la quantite de phosphatidylcholine et de 
gingkolide B. 

45 1. Microcristaux obtenus a partir de PC. Ch et de SA 

Dans un premier temps, on a fait varier les proportions de phosphatidylcholine (PC), de cholesterol (Ch) 
et de stearylamine (SA). Cependant, les rapports molaires PC/GB ne sont pas semblables et il ressort des 
resultats, pnSsentes au tableau I ci-apres, que le rapport entre la phosphatidylcholine et le cholesterol n'a 
so pas une influence determinate sur la formation de microcristaux. Par contre, le rapport PC/GB est essentiel 
et a done 6te etudie dans un deuxieme temps. 

Des preparations du type "liposome" composes de PC:Ch:SA dans un rapport (5:4:1) ont 6te obtenues 
avec un rapport PC/GB de 7,5 et plus (preparation E-31). L'examen en microscopie optique a contraste de 
phase montre que la preparation apres sonication est constituee essentiellement de liposomes avec de 
55 rares microcristaux de meme taille que les liposomes. 

L'influence du rapport PC/GB sur la formation de microcristaux contenant le gingkolide B est detainee 
au tableau II ci-apres pour des melanges lipidiques composes de PC:Ch:SA dans un rapport molaire 4:3:1. 
II en ressort que si le rapport PC/GB est superieur a 7,5, on observe essentiellement la formation de 
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v^sicules lipidiques ressemblant aux liposomes tandis que si le rapport molaire est inferieur ou egal a 2, de 
preference voisin de 1 , on observe principalement des microcristaux dont la taille rnoyenne est comprise 
entre 0,2 et 0,7 urn. Pour des rapports PC/GB intermediates, des melanges de liposomes et de 
microcristaux sont obtenus. 

5 Ces microcristaux sont beaucoup plus petits que ceux obtenus en traitant du gingkolide B seul dans les 
memes conditions. 

2. Toxicite 

io Des aliquots des preparations E-31 (liposomes) et E-34 (microcristaux) ont 6te conserves pour une 
etude de toxicite aigue chez la souris. 

La preparation E-31 (liposomes) injectee en i.v. a des souris a la dose de 13,1 et 25,9 mg/kg induit une 
perte de poids de 1,8 et 7,1 % respectivement apres 12 jours. Par contre, la preparation E-34 (microcris- 
taux) n'est toxique qu'a la dose de 48,9 mg/kg (souris morte 2 heures apres I'injection i.v.) tandis qu'a 21.8 

/5 mg/kg, aucune toxicite* n'est observed, au contraire, on observe un gain de poids de 24 % apres 12 jours. 

EXEMPLE 2 

PREPARATION DE MICROCRISTAUX DE GINGKOLIDE B PAR INTERACTION PREFERENTIELLE AVEC 
20 LA PHOSPHATIDYLCHOLINE 

L'obtention de microcristaux par interaction entre le gingkolide B et les constituants habituellement 
utilises pour la preparation de liposomes a conduit a oter chaque fois un de ces constituants et de 
determiner la fagon la plus simple de les preparer. II apparait que la phosphatidylcholine est essentielle, 
25 mais que la presence du cholesterol et de la stearylamine ne Test pas pour l'obtention des microcristaux, 
d'ou une grande simplification du procede. 

Si on prepare des microcristaux ayant un rapport molaire PC/GB de 1,0 sans cholesterol, on obtient de 
petits microcristaux de tallies et de formes homogenes. Les microcristaux prepares de la meme fagon a 
partir de PC et de Ch, sans SA et ayant un rapport molaire PC/GB de 1,0 ont tendance a s'agreger et leur 
30 taille rnoyenne est superieure a 4 urn. 

1 . Microcristaux PC^GB 

Finalement, si on enleve le cholesterol et la stearylamine, il ne reste que la phosphatidylcholine et le 
35 gingkolide B. Si le rapport molaire PC/GB est inf^rieur ou egal a 2,0, on obtient uniquement des 
microcristaux. 

Tel qu'indique au tableau III ci-apres, si le rapport molaire PC/GB est superieur a 2,0, on observe la 
presence de microvesicules lipidiques ("liposomes") dans la preparation, dont la taille rnoyenne est 
superieure a 1 urn. Si le rapport molaire PC/GB est inferieur a 1,0, nous observons une population de 
40 microcristaux heterogenes au point de vue taille et forme, mais dont la taille rnoyenne est superieure a 1 
urn. 

Pour un rapport PC/GB equimolaire, nous obtenons des microcristaux plus petits, de taille rnoyenne 
comprise entre 0,2 et 0,7 urn. Leur formation resulte d'une interaction specifique entre le gingkolide B et la 
phosphatidylcholine. 

45 

Preparation de microcristaux a pH 5,9 (E-35) 

Les microcristaux contenant le gingkolide B (GB) sont prepares a partir de 0,10 mmoles de PC et 0,10 
mmoles de gingkolide B. 
so a) Preparation 

Le film lipidique est forme dans un ballon de 500 ml en dissolvant 78,5 mg de PC dans 10 ml de 
chloroforme-methanol (4:1 en volume) et 42,5 mg de gingkolide B dans 50 ml de methanol et en 
evaporant le solvant sous vide a Taide d'un evaporateur rotatif a une temperature de 30 * C. 

Les microcristaux sont formes par addition de 50 ml de tampon acetate 0,15 M pH 5,9 et sonication 
55 pendant 5 min. a 100 Watts dans un bain a ultra-sons. Les microcristaux GB:PC sont conserves sous 
azote a 4 ' C. 
b) Purification 

La preparation de microcristaux est centrifugee h 2000 g pendant 15 min. et les microcristaux sont 
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laves 2 fois avec de I'eau bidistill£e. Les microcristaux dans I'eau ont le meme aspect microscopique 
que ceux obtenus dans du tampon acetate a pH 5,9. 

On obtient une suspension de microcristaux de Ginkgolide B ayant une taille homogene de I'ordre de 
500 nm a une concentration en gingkoiide B de 12,8 mg/ml. 

5 

2) Activity anti-PAF-a-acether 

On a compart le gingkoiide B a 2 preparations de liposomes contenant du gingkoiide B (preparation E- 

30 et E-31) ainsi qu'a une preparation de microcristaux (preparation E-34) dans des tests ex vivo sur le 
w lapin en pourcentage d'inhibition sur I'agregation plaquettaire (PAF 2,5 nM). 

II en ressort que les preparations a base de liposomes n'ont un effet inhibiteur sur I'agrdgation des 

plaquettes essentiellement jusqu'a 1h 30 seulement, tandis que I'effet des microcristaux etait plus prolonge 

a des doses de 1 mg/kg administrees en i.v. 

E-30 = Liposomes (PC/CH/SA) = (7/2/1) a 1,283 mg GB/ml 
75 E-31 = Liposomes (PC/CH/SA) = (5/4/1) 2,695 mg GB/ml 

E-34 = microcristaux avec 4,250 mg GB/ml 

tampon = tampon acetate PH 6.0,; 0,15 M. 
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3. Toxicity 

■ 

La preparation E-35 de microcristaux GB:PC (rapport molaire de 1 ,0) a 6t6 inject^e en i.v. a des souris 
Balb/c de 22 grammes. A la dose de 118,4 mg/kg, la perte de poids maximum est de 16,2 % au jour 3 puis 
la souris r£cupere son poids initial au jour 8. 
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A la dose de 178,5 mg/kg, la perte de poids a ete continue et la souris est morte au jour 5. Aux doses 
de 56,6 et 28,4 mg/kg, aucune toxicite" n'est observed, on observe meme un gain de poids de 6 a 8 % 
apres 2 jours a la plus faible dose essayee. 

4. Stabilite des microcristaux de GB 

La preparation E-35 (rapport PC/GB de 1,0) a ete" conservee sous azote a 4*C pendant 100 jours et 
examinee en microscopie optique a contraste de phase, le jour de leur preparation, aux jours 7, 15, 20 et 
100. Au jour 7, la population est relativement homogene avec une taille moyenne un peu plus £lev6e qu'au 
jour 1. Au jour 100, on observe toujours des petits microcristaux, mais egalement la presence de grappes 
de microcristaux. La mesure des tailles moyennes au moyen de nanosizer confirme les resultats. Entre le 
jour 1 et le jour 20, la taille moyenne a double et au jour 100, elle est d'environ 2 urn. 

L'augmentation de la taille moyenne des microcristaux resulte done de la formation lente d'agregats de 
microcristaux dont les tailles individuelles ne semblent pas augmenter au cours du temps. Cette formation 
d'agregats au cours de I'entreposage a 4'C peut etre evitee par adjonction d'additifs tels que des anti- 
oxydants ou des saccharides. 

En conclusion, on peut obtenir une population relativement homogene de microcristaux de gingkolide B, 
de taille comprise entre 0,1 et 1 ixm par interaction specifique et 6quimolaire de cet agent anti-PAF-acether 
avec une molecule amphiphile comme la phosphatidylcholine. Par examen en microscopie optique, il 
semble que la population de microcristaux est relativement homogene au point de vue taille et forme. En 
microscopie electronique, ces microcristaux se presentent sous forme de "galets" aux bords arrondis. 

Sans difficult^ de preparation, on peut obtenir une suspension laiteuse contenant 12,8 mg en gingkolide 
B par ml. 

La toxicite de cette preparation de microcristaux apres administration i.v. chez la souris est faible. 
L'activite anti-PAF-acether de cette preparation est verifiee. 

Des microcristaux sont egalement obtenus, si on ajoute en plus de la phosphatidylcholine.du choleste- 
rol et de la stearylamine (PC:Ch:SA ; 4:3:1) a condition que le rapport molaire PC/GB soit infeVieur a 2. 

EXEMPLE 3 

AGENTS ANTI-PAF-ACETHER 

On trouvera dans la litterature de nombreux autres agents antiPAF-ac^ther susceptibles d'etre appli- 
ques au procede selon la presente invention, notamment dans "PAF-ac6*ther specific binding sites : 2. 
Design of specific antagonists" de P. Braquet et J.J. Godfroid (TIPS - October 1986 - Elsevier Science 
Publishers B.V., Amsterdam). 

On distingue plusieurs seVies d'agents anti-PAF, entre autres : 

1) les antagonistes presentant une structure moleculaire analogue a celle du PAF-ac^ther, telle que les 
CV-3988 (TAKEDA), RU-45703 (ROUSSEL-UCLAF/PHARMACOCHIMIE MOLECULAIRE), ONO-6240 
(ONO), Ro 19-3704 (HOFMANN-LA ROCHE), SRI 63-119 (SANDOZ) et SRI 63-072 (SANDOZ) ou encore 
des antagonistes presentant une structure modifiee par rapport a celle du PAF-acether telle que la 
PIPERIDINE SRI 63-073 (SANDOZ) ou le DIOXANONE (HOFFMANN-LA ROCHE). 

2) des produits naturels comme les lignanes et neolignanes tels que la KADSURENONE (PIPER 
F U TO KAD S U R AE ) , la MAGNQSALICIDE (MAGNOLIA SALiCI FOLIA), les NECTANDRINES A et B (NEC- 
TAN DRA RIGIDA) et le DINORLIGNANE DE SYNTHESE L-652.731 de formule : 




OMe 



OMe 
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Outre les terpdnodes isoles du GINKGO BILOBA (GINKGOLIDES) concernes egalement par la prdsente 
demands de brevet. 

EXEMPLE 4 

5 

PREPARATION DE MICROCRtSTAUX DE KADSURENONE A PH 5,9 

Des microcristaux contenant de la kadsurenone et de la phosphatidylcholine sont prepares selon le 
schema suivant. 
w a) Preparation 

Un film lipidique est forme* dans un ballon en dissolvant de la phosphatidylcholine dans un solvant et 
la kadsurenone dans un autre solvant en quantite*s equimolaires, et apres Evaporation du solvant sous 
vide a I'aide d'un evaporateur rotatif a une temperature de 30 ' C. 

Ainsi, a un milligramme de kadsurenone (1 mg/ml) dans le chloroforme : methanol (1:1 en volume), 
15 on a ajoute dans un ballon de 50 ml, 4,6 ml de phosphatidylcholine (0,5 mg/ml) dans le chloroforme : 
methanol (4:1 en volume). 

Les microcristaux sont formes par addition de 0,5 ml de tampon acetate 0,15 M pH 5,9 et sonication 
pendant 5 minutes a 100 W dans un bain a ultrasons. Les microcristaux sont conserves sous azote a 
4*C. On obtient ainsi des microcristaux ayant une taille sensiblement homogene de I'ordre de 500 nm. 
20 b) Purification 

La preparation des microcristaux est centrifug§e a 2000 g pendant 15 minutes et les microcristaux 
sont laves deux fois par de I'eau bidistillee. Les microcristaux dans I'eau ont le meme aspect 
microscopique que ceux obtenus dans du tampon acetate a pH 5,9. 

25 EXEMPLE 5 

PREPARATION DE MICROCRISTAUX A PH 5,9 CONTENANT LE PRODUIT L-652.731 (MSP) 

Des microcristaux contenant de la phosphatidylcholine et du produit L-652.731 (MSD) sont prepares 
30 selon le schema d£crit a I'exemple precedent. A 1mg du produit L-652.731 on ajoute 3,9 ml de 
phosphatidylcholine (0,5 mg/ml) dans un ballon de 50 ml et on eVapore sous vide le solvant a 30 • C. 

Le film est repris par 0,5 ml de tampon acetate 0,15 M, PH 5,9 et soumis aux ultrasons 5 minutes a 
une puissance de 100 W. 

35 EXAMPLE 6 : Preparation de microcristaux d'amphotericine B 

Des microcristaux contenant de I'amphotericine B et de la phosphatidylcholine dans un rapport 
equimolaire sort prepares selon le schema suivant : 

a) Preparation : Dans un ballon de 500 ml, on introduit 15,7 ml de phosphatidylcholine (egg lecithin 99% 
40 pure) a 10 mg/ml de chloroforme (0,2 mM). Un film lipidique est forme par evaporation du solvant sous 

vide a I'aide d'un evaporateur rotatif a une temperature de 30 *C. On ajoute ensuite 370 ml d'amphoteri- 
cine B a 0,5 mg/ml de melange chloroforme-methanol (1:1, en volume), soit 0,2 mM. 

Apres evaporation du solvant sous vide a I'aide d'un evaporateur rotatif, les microcristaux sont 
formes par addition de 10 ml de NaCI 9 %• et sonication pendant 15 min. dans un bain a ultrasons 
45 JULABO modele USR 6. 

b) Purification : La preparation de microcristaux d'amphotericine B est centrifugee 2 minutes a 2000 g 
dans une centrifugeuse de table. Le surnageant est applique au sommet d'une colonne de Sepharose 6B 
eluee par du NaCI 9 %•. La fraction du premier pic la plus enrichie en amphotericine B contenait 8,23 
mg d'amphotericine B/ml et 7,10 mg de phosphatidylcholine/ml soit un rapport molaire ampho/PC de 

so 0,98. 

c) Toxicite aigue chez la souris : A la dose en amphotericine B de 82,2 mg/kg administree en 
intraveineuse, la preparation de microcristaux d'amphotericine B est toxique vis-a-vis des souris OF1 
femelles, le deces de la souris intervenant dans les 3 minutes suivant Tinjection. A la dose de 41,1 
mg/kg, la souris injectee en intraveineuse est decedee au 2eme jour. En revanche, a la dose de 20,6 

55 mg/kg, la souris injectee en intraveineuse perd environ 20 % de son poids durant les 7 jours suivant 
I'injection puis recupere son poids au jour 22. 

L'amphotericine sous forme de fungizone ® (amphotericine B deoxycholate) administree en intravei- 
neuse a une LD50 de 1,2 mg/kg selon LOPEZ-BERESTEIN et al. [2], de 2,3 mg/kg selon SZOKA et al. 
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[3] et de 5 mg/kg selon WRIGHT et al. [1]. 

La LD50 de I'amphoteVicine B-liposomes par voie intraveineuse varie de 4 a 19 mg/kg suivant la 
composition des liposomes (SZOKA et al., op. cit.) 
La toxicite aigue des microcristaux d'amphoteVicine B-phosphatidylcholine, administree par vole i.v. a 
5 des souris NMRI.a ete compare a celle de l'amphote>icine B complexes au deoxycholate (FUNGIZONE 0 ) 
et a celle de liposomes composes de phosphatidylcholine, cholesterol et de st^arylamine (rapports molaires 
= 4:3:1) contenant de I'amphoteVicine B prepares selon la meme technique qu'a I'exemple l-A)1. pour le 
Ginkgolide B. 

La dose induisant la mort de 50 % des souris, 14 jours apres I'administration unique des produits 
10 (LD50) est de 2,5 mg/kg pour I'amphotericine B libre ; de 18,3 mg/kg pour les microcristaux PC:AMPHO B. 
Sous forme de microcristaux, I'AMPHO B est done 7,3 fois moins toxique que sous forme de complexe 
au deoxycholate. 

d) Cytotoxicite in vitro : La cytotoxicite in vitro est terminee par la diminution de l'activite* enzymatique 
reductrice vis-a-vis du MTT (sel de tetrazolium) des macrophages murins J774-G8 incubes une nuit en 
15 presence de milieu RPMI enrichi de 10 % de seVum de veau foetal et contenant les produits a diverses 
doses. 

La cytotoxicite est exprim£e sous forme de la concentration micromolaire d'amphoteVicine B qui 
rgduit de 50 % I'activite" enzymatique reductrice des macrophages (TOX50). 

20 

Tableau I - Cytotoxicite des diff^rentes formulations 

d ' amphoter icine B 



Produit 


TOX 5Q (uM) 


FUNG C 2 ONE 




Microcristaux PC:AMPH0 


132 


Microcriscaux lyophylises 




ec reconstitutes 


132 


Liposomes : AJiPHO 


17 



Le tableau indique que sous forme de microcristaux, I'AMPHO B est 33 fois moins toxique in vitro vis-a- 
40 vis de macrophages J774-G8 que I'AMPHO B libre et 7,7 fois moins toxique que sous forme de 
liposomes. 

La lyophylisation des microcristaux en presence de sucrose 0,1 M et leur reconstitution n'a pas 
modifie la cytotoxicity de ceux-ci. 

e) Activity antifungique directe (e'est-a-dire in vitro sur parasites extracellulaires) : L'activite" des 
45 microcristaux d'amphotericine B a et£ compare a celle de I'amphoteVicine B controle solubilis^e dans 
du DMSO puis diluee dans du milieu de culture RPMI contenant 10 % de se>um deplete en lipides. Vis- 
a-vis de Candida Albicans et de Candida Tropicalis, la MIC (concentration minimale inhibitrice de la 
croissance des parasites in vitro) des 2 formes d'amphotericine B est identique et se situe entre 0,05 et 
0,1 uM (0,04 et 0,08 ug/ml). 

50 L'activite* antifungique directe de I'amphotericine B sous forme de fungizone, de microcristaux ou de 
liposomes a ggalement §te mesur£e sur la croissance de Candida tropicalis dans du milieu RPMI contenant 
20 % de seVum de veau foetal. L'inhibition de la croissance apres 16 h est observee pour des 
concentrations croissantes en amphote>icine B (14 concentrations allant de 0,012 a 100 uM). La concentra- 
tion minimale inhibitrice (MIC) est la concentration la plus faible a laquelle on n'observe pas de croissance 

55 de Candida . 

La MIC de ramphoteVicine B sous forme de microcristaux ampho B:PC ou sous forme de fungizone est 
identique (0,195 uM). Par contre I'amphotericine B encapsulee dans des liposomes composes de phospha- 
tidylcholine, cholesterol et st£arylamine dans un rapport molaire 4:3:1, est 8 fois moins active que 
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I'amphotSricine libre (1,56 uM). 

La iyophylisation des microcristaux d'amphote>icine B:PC en presence de 0.1 M sucrose n'affecte pas 
I'activite antifungique de ceux-ci vis-a-vis des fungi extracellulaires. 

f) Activite" in vitro vis-a-vis de macrophages infectes par Candida Tropicalis (vis-a-vis de parasites 
s intracellulaires) : 

L'activite antifungique de Tarn p note ricine B vis-a-vis de fungi intracellulaires est determined in vitro 
dans le modele de la lign£e J-774-G8 de macrophages infectes a raison de 1 Candida tropicalis pour 10 
macrophages. Les macrophages sont cultiv£s dans du milieu RPMI contenant 10 mM MES pH 7,2 
supplement^ par 10 % de plasma humain d6compl£mente\ L'action des medicaments est mesurge dans 
w des boites LIMBRO a 24 puits contenant 10 s macrophages infected, adheVant su des lamelles de verre, 
et la gamme de concentrations testes varie de 0,048 uM a 100 U.M. 
Le pourcentage de cellules infect£es est determine" apres 16 h de coculture. Sur lames de microscope, 
on compte apres coloration au MAY-GRUNWALT-GIEMSA, le nombre de macrophages totaux (NT) ainsi 
que le nombre.de macrophages infectes par des Candida (Ni). Le pourcentage d'infection est le rapport 
is Ni/NT (exprime" en %). 

La concentration, exprimee en uM, qui reduit de 50 % I'infection intracellular (IC50) est ensuite 
determined. 

L'ICso de la FUNGIZONE est de 0,2 uM tandis que pour les microcristaux elle est de 0,1 uM, tandis 
que I'lCso des liposomes contenant de I'AMPHO B est de 0,8 U-M. 
20 Les microcristaux sont done au moins aussi actifs que I'amphoteVicine B, aussi bien vis-a-vis des fungi 
extracellulaires que vis-a-vis des fungi intracellulaires. 

g) Indice therapeutique : L'indice therapeutique (Tl), d^fini sur les formes intracellulaires de Candida , est 
le rapport entre la toxicite du produit pour les macrophages, exprimee par la TOX50 et I'activite 
therapeutique exprimee par I'lCso, dose rdduisant de 50 % I'infection intracellular. 

25 Tel que I'illustre le tableau ci-dessous, I'index therapeutique des microcristaux PC:AMPHO B est 66 

fois plus eleve que celui de I'AMPHO B libre (sous forme de FUNGIZONE) et 60 fois plus eleve" que 
celui des liposomes contenant de I'AMPHO B. 
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Tableau 2 : Indice therapeutique des differentes for- 
mulations de 1 'amphotericine B 



Produit 



TOX 



TI 



produit 



TI FUNGIZONE 



f 



FUNGIZONE 
Microcristaux 
PC:AMPHO B 
r Microcristaux 
I lyophylises 
Liposomes :AMPH0 



4,0 

132 

132 
17,0 



0,2 

0,1 

0,6 
0,8 



20 



1320 



220 
21,3 



1,0 

66,0 

11,0 
1,1 



a. TOX 5Q : Concentration exprimee en nMoles, qui reduit de 



b. IC_ A 
oO 



C. TI 



50 % I'activite" enzymatique reductrice des 
macrophages vis-a-vis des sels de tetrazolium. 

: Concentration, exprimee en uMoles, qui reduit 
de 50 % 1* infection intracellulaire des macro- 
phages J-774-G8 infectes par Candida tropicalis 

; Index therapeutique ; rapport entre la TOX, 



50 



et l'IC cn . 



EXEMPLE 7 : Preparation de microcristaux d 'amphotericine B contenant du cholesterol 

L'association de I'amphotericine B aux sterols a ete tentee (WITZKE et al., [4]), en particulier au 
cholesterol et a I'ergosterol. L'incorporation de sterol aux liposomes contenant de ram p note ricine B rSduit 
leur toxicite (SZOKA et al., [3]). 

L'addition de cholesterol a le meme effet sur les microcristaux d'amphotericine B tout en augmentant 
leur activite. 

Les microcristaux d'amphotericine B contenant de la phosphatidylcholine (PC) et du cholesterol (CH) 
dnt ete prepares seldh le schema suivant : 

a) Preparation : Dans un ballon de 500 ml, on introduit 15,7 ml de phosphatidylcholine (PC) a 10 mg/ml 
CHCIs (0,2 mM), 370 ml d'amphotericine B a 0,5 mg/ml de chloroforme-methanol (1:1 en volume), soit 
0,2 mM.et 58 mg de cholesterol (CH) dissous dans 10 ml de methanol (0,15 mM). 

Le solvant est evapore sous vide a 30 'C a I'aide d'un evaporateur rotatif. 

Les microcristaux sont formes par addition de 10 ml d'eau et sonication pendant 15 min. dans un 
bain a ultrasons JULABO modele USR 6. 

b) Purification : La preparation est purifiee comme dans I'exemple 6. La fraction du premier pic, la plus 
riche en amphotericine B contient 2,55 mg ampho/ml, 9,11 mg PC/ml et 1,93 Ch/ml, soit un rapport 
molaire : PC/Ch/Amphotericine B de 4/2/1 . 

c) Toxicite aigue chez la souris : A la dose de 25,5 mg/kg d'amphotericine B, administree par voie 
intraveineuse a 2 souris OF1 femelles, la preparation de microcristaux d'amphotericine B contenant du 
cholesterol induit une perte de poids maximale de 8 % au jour 6 chez 1 souris et un gain de poids de 9 
% au jour 6 chez la 2eme souris (en moyenne : pas de perte de poids). Le poids moyen des 2 souris au 
jour 19 est de 100 % du poids initial. 
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d) Activity antifongique directe : L'activite antifongique de I'amphotericine B controle (DMSO et RPMI) et. 
la preparation de microcristaux d'amphotericine B contenant du cholesterol sont du m§me ordre. La MIC 
se situe entre 0,05 et 0,1 uM. 

e) Activite in vitro vis-a-vis de macrophages infects : La MIC de la preparation de microcristaux 
5 d'amphotericine B contenant du cholesterol est de 0,1 uM, tandis que pour I'amphotericine B dissoute 

dans le DMSO elle est de 0,4 uM. L'amphoteVicine B sous forme de microcristaux contenant du 
cholesterol est done au moins 4 fois moins toxique et 4 fois plus active sur macrophages infect£s par 
rapport a Pamphotericine B. 
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Revindications 

Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

20 

1. Procede de preparation de microparticules lipidiques d'aspect cristallin d'une substance insoluble dans 
I'eau presentant une affinite pour les phospholipides et d'au moins un phospholipide, caracterise en ce 
que : 

a) on evapore le ou les solvants(s) organique(s) d'une solution de phospholipides et de ladite 
25 substance, et 

b) on remet le film obtenu apres evaporation du ou des solvant(s), en suspension dans une solution 
aqueuse par agitation vigoureuse, et le rapport molaire entre le ou les phospholipide(s) et la 
substance etant compris en tre 0,1 et 2. 



30 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le rapport molaire entre le ou les 
phospholipide(s) d'une part, et la substance d'autre part, est compris entre 0,8 et 1,2. 

3. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le phospholipide est la 
phosphatidylcholine. 

35 

4. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que les divers solvants des 
solutions utilisees sont choisis parmi les solvants organiques usuels, notamment le methanol, le 
chloroforme et leurs melanges. 

40 5. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que retape a) se subdivise ainsi 

» 

ai ) on evapore le(s) solvant(s) de la solution de phospholipide(s), 

a 2 ) on remet le film lipidique obtenu apres evaporation, en solution, en ajoutant une solution de 
ladite substance, 

45 a 3 ) on evapore a nouveau le(s) solvant(s) de la solution de phospholipide(s) et de ladite substance. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que I'agitation vigoureuse dans 
I'd* tape b) est obtenue par traitement aux ultrasons. 

so 7. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que la solution de 
phospholipide(s) est une solution de chloroforme ou de chloroforme/methanol. 

8. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que la solution de ladite 
substance est une solution de chloroforme/methanol. 

55 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que ladite substance est choisie parmi 
les substances a/itagonistes de I'acdther du "Facteur d'activation des plaquettes". 
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10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que la substance en cause est choisie parmi les 
lignanes et neolignanes. 

11. Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que la substance est choisie parmi la 
kadsurenone ou ses derives et le dinorlignane de synthese L-652-731 et ses derives. 

12. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que la substance en cause est choisie 
parmi les ginkgolides et leurs derives. 

13. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que la substance est choisie parmi les substances 
antagonistes du PAF-acether presentant une structure analogue dudit PAF-acether. 

14. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que ladite substance est choisie parmi 
ramphoteVicine B et ses derives, presentant une activite antifongique. 

15. Procede selon Tune des revendications pr£cedentes, caracterise en ce que la solution de ladite 
substance est additionnee de sterol(s), notamment du cholesterol et/ou de I'ergosterol. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que le rapport molaire entre le ou les phospholipi- 
des d'une part, et le ou les sterols d'autre part, est compris entre 1 et 2. 

17. Procede selon Tune des revendications 9 a 13, caracterise en ce que, dans retape b) du procede, on 
remet le film obtenu apres evaporation du solvant en suspension dans une solution tamponnee a pH 
compris entre 5 et 8, de preference a pH 5,9. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que, dans I'etape b) du procede, on remet le film 
obtenu apres evaporation du solvant en suspension dans une solution de tampon acetate ou phosphate. 

19. Procede selon Tune des revendications 14 a 16, caracterise en ce que, dans retape b) du procede, la 
solution aqueuse est une solution de NaCI ou de saccharide 0,1 M. 

20. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que, apres retape b) du 
procede, les microparticules lipidiques d'aspect cristallin sont purines par centrifugation et lavage a 
I'eau disttllee ou par une solution aqueuse. 

21. Microparticules lipidiques d'aspect cristallin obtenues notamment par la mise en oeuvre du procede 
selon Tune des revendications precedentes. 

22. Microparticules lipidiques d'aspect cristallin stables en milieu aqueux d'une substance insoluble dans 
I'eau et presentant une affinite pour les phospholipides et au moins un phospholipide, caracterisee en 
ce que le rapport molaire (phospholipide(s)/substance active) est inferieur ou egal a 2. 

23. Microparticules lipidiques d'aspect cristallin d'une substance active choisie parmi Pamphotericine B et 
ses derives antifongiques et au moins un phospholipide dans un "rapport molaire (phospholipide(s)- 
/substance active) inferieur ou egal a 2. 

24. Microparticules selon Tune des revendications 21 a 23 caracterisees en ce que le rapport molaire 
(phospholipide(s)/substance) est compris entre 0,8 et 1,4. 

25. Microparticules selon I'une des revendications 21 a 24, caracterisees en ce que le phospholipide est la 
phosphatidylcholine ou ses derives. 

26. Microparticules selon I'une des revendications 21 , 22, 24 et 25, caracterisees en ce que la substance 
insoluble, presentant une affinite pour les phospholipides est un agent anti-PAF-acether. 

27. Microparticules selon la revendication 26, caracterisees en ce que la substance est choisie parmi les 
ginkgolides et leurs derives. 
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28. Microparticules selon la revendication 26, caracterisees en ce que la substance est choisie parmi les 
lignanes et neolignanes, telles que la kadsurSnone ou ses derives et le dinorlignane de synthese L-652- 
731 et ses derives. 

5 29. Microparticules lipidiques d'aspect cristallin selon Tune des revendications 21 a 25, caracterisees en ce 
que la substance est choisie parmi I'amphoteVicine B et ses derives antifongiques. 

30. Microparticules lipidiques d'aspect cristallin selon Tune des revendications 21 a 29, caracterisees en ce 
que la substance est additionnee de sterol(s). 

w 

31. Microcristaux Microparticules lipidiques d'aspect cristallin selon la revendication 30, caracterisees en ce 
que le rapport molaire (phospholipide(s)/substance + steVol{s)) est compris entre 0,8 et 1,4. 

32. Microcristaux Microparticules lipidiques d'aspect cristallin selon Tune des revendications 28 a 31, 
15 caracterisees en ce qu'ils comportent de ramphoteVicine B, du cholesterol et de la phosphatidylcholine 

dans un rapport molaire 1 :2:4 respectivement. 

33. microparticules selon I'une des revendications 21 a 32, caracterisees en ce qu'ils sont sous forme 
lyophylisee. 

20 

34. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle contient comme principe actif des microparti- 
cules selon Tune des revendications 21 a 33. 

35. Composition pharmaceutique selon la revendication 34, caracterisee en ce qu'elle est conditionnee 
25 sous forme injectable ou pulverisable. 

36. Composition pharmaceutique selon la revendication 34, caracterisee en ce qu'elle est conditionnee 
sous forme lyophylisee. 

30 Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, GR 

1. Procede de preparation de microparticules lipidiques d'aspect cristallin d'une substance insoluble dans 
I'eau presentant une affinite pour les phospholipides et d'au moins un phospholipide, caracterise en ce 
que : 

35 a) on evapore le ou les solvants(s) organique(s) d'une solution de phospholipides et de ladite 

substance, et 

b) on remet le film obtenu apres evaporation du ou des solvant(s), en suspension dans une solution 
aqueuse par agitation vigoureuse, et le rapport molaire entre le ou les phospholipide(s) et la 
substance etant compris entre 0,1 et 2. 

40 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le rapport molaire entre le ou les 
phospholipide(s) d'une part, et la substance d'autre part, est compris entre 0,8 et 1,2. 

3. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que le phospholipide est la 
45 phosphatidylcholine ou ses derives. 

4. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que les divers solvants des 
solutions utilisees sont choisis parmi les solvants organiques usuels, notamment le methanol, le 
chloroforme et leurs melanges. 

50 

5. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que retape a) se subdivise ainsi 

4 

ai ) on evapore le(s) solvant(s) de la solution de phospholipide(s), 

82) on remet le film lipidique obtenu apres evaporation, en solution, en ajoutant une solution de 
55 ladite substance, 

a3) on evapore a nouveau le(s) solvant(s) de la solution de phospholipide(s) et de ladite substance. 
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6. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que I'agitation vigoureuse dans 
retape b) est obtenue par traitement aux ultrasons. 

7. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise" en ce que la solution de 
s phospholipide(s) est une solution de chloroforme ou de chloroforme/methanol. 

8. Procede" selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la solution de ladite 
substance est une solution de chloroforme/methanol. 

w 9. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que ladite substance est choisie parmi 
les substances antagonistes de I'ac&her du "Facteur d'activation des plaquettes". 

10. Procede" selon la revendicatibn 9, caracterise en ce que la substance en cause est choisie parmi les 
lignanes et n^olignanes. 

11. Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que la substance est choisie parmi la 
kadsurenone ou ses derives et le dinorlignane de synthese L-652-731 et ses derives. 

12. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que la substance en cause est choisie 
20 parmi les ginkgolides et leurs de>iv6s. 

13. Procede selon la revendication 10, caracterise" en ce que la substance est choisie parmi les substances 
antagonistes du PAF-acether prdsentant une structure analogue dudit PAF-acether. 

25 14. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que ladite substance est choisie parmi 
I'amphotericine B et ses derives, presentant une activity antifongique. 

15. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la solution de ladite 
substance est additionnee de sterol(s), notamment du cholesterol et/ou de I'ergosterol. 

30 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que le rapport molaire entre le ou les phospholipi- 
des d'une part, et le ou les sterols d'autre part, est compris entre 1 et 2. 

17. Procede selon Tune des revendications 9 a 13, caracterise en ce que, dans I'etape b) du procede, on 
35 remet le film obtenu apres evaporation du solvant en suspension dans une solution tamponnee a pH 

compris entre 5 et 8, de preference a pH 5,9. 

1a Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que, dans I'etape b) du procede, on remet le film 
obtenu apres evaporation du solvant en suspension dans une solution de tampon acetate ou phosphate. 

40 

19. Procede selon Tune des revendications 14 a 16, caracterise en ce que, dans retape b) du procede, la 
solution aqueuse est une solution de NaCI ou de saccharide 0,1 M. 

20. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que, apres retape b) du 
45 procede, les microparticules lipidiques d'aspect cristallin sont purifiees par centrifugation et lavage a 

I'eau distiliee ou par une solution aqueuse. 

21. Procede de preparation de microparticules lipidiques d'aspect cristallin selon I'une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les microparticules lipidiques d'aspect cristallin sont stables en 

so milieu aqueux, et presentent un rapport molaire (phospholipide(s)/substance active) inferieur ou egal a 
2. 

22. Procede de preparation de microparticules lipidiques d'aspect cristallin selon I'une des revendications 1 
a 20, caracterise en ce que la substance active est choisie parmi I'amphotericine B et ses derives 

55 antifongiques et le rapport molaire (phospholipide(s)/substance active) est inferieur ou egal a 2. 

23. Procede selon I'une des revendications 21 a 22 caracterise en ce que le rapport molaire 
(phospholipide(s)/substance) est compris entre 0,8 et 1,4. 
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24. Proc£de selon Tune des revendications 21 a 23, caracterise en ce que la substance est additionnee de 
sterol(s). 

25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que le rapport molaire (phospholipide(s)- 
5 /substance + sterol(s)) est compris entre 0,8 et 1 ,4. 

26. Procede selon Tune des revendications 24 ou 25, caracterise en ce que I'amphotericine B, le 
cholesterol et la phosphatidylcholine sont dans un rapport molaire 1 :2:4 respectivement. 

io 27. Proc£de* selon Tune des revendications 21 a 26, caracteVise" en ce que les microparticules sont 
lyophylisees. 

28. Procede de preparation d'une composition pharmaceutique, caracterise en ce que Ton melange des 
microparticules obtenues par un procede selon I'une des revendications 21 a 26 avec un v£hicule 

75 pharmaceutiquement acceptable. 

29. Proc£d6 de preparation d'une composition pharmaceutique selon la revendication 28, caracterise en ce 
qu'elle est conditionnee sous forme injectable ou pulverisable. 

20 30. Procede de preparation d'une composition pharmaceutique selon la revendication 28, caracterise" en ce 
qu'elle est conditionnee sous forme lyophylisee. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

25 

1. Process for the preparation of lipid microparticles of crystalline appearance comprising a substance 
which is insoluble in water, having an affinity for phospholipids, and at least one phospholipid, 
characterized in that: 

a) the organic solvent(s) is(are) evaporated from a solution of phospholipids and the said substance, 
30 and 

b) the film obtained after evaporation of the solvent(s) is resuspended in an aqueous solution with 
vigorous stirring, the molar ratio between the phospholipid(s) and the substance being between 0.1 
and 2. 

35 2. Process according to Claim 1 , characterized in that the molar ratio between the phospholipid(s) on the 
one hand and the substance on the other hand is between 0.8 and 1 .2. 

3. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the phospholipid is 
phosphatidylcholine. 

40 

4. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the various solvents of the 
solutions employed are chosen from among the usual organic solvents, especially methanol, chloroform 
and mixtures thereof. 

45 5. Process according to one of the preceding claims, characterized in that step a) is subdivided as 
follows: 

ai ) the solvent(s) is(are) evaporated from the solution of phospholipid(s), 

a2) the lipid film obtained after evaporation is redissolved by adding a solution of the said substance, 
a3) the solvent(s) is(are) evaporated again from the solution of phospholipid(s) and the said 
so substance. 

6. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the vigorous stirring in step b) 
is brought about by treatment with ultrasound. 

55 7. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the solution of phospholipid(s) 
is a solution in chloroform or in cbloroform/methanol. 
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8. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the solution of the said 
substance is a solution in chloroform/methanol. 

9. Process according to one of Claims 1 to 8, characterized in that the said substance is chosen from 
s substances which are antagonists of the acether of the "platelet activating factor". 

10. Process according to Claim 9, characterized in that the substance in question is chosen from lignans 
and neolignans. 

io 11. Process according to Claim 9 or 10, characterized in that the substance is chosen from kadsurenone or 
derivatives thereof and the synthetic dinorlignan L-652-731 and derivatives thereof. 

12. Process according to one of Claims 1 to 8, characterized in that the substance in question is chosen 
from ginkgolides and derivatives thereof. 

13. Process according to Claim 10, characterized in that the substance is chosen from PAF-acether 
antagonist substances which have a structure analogous to that of the said PAF-acether. 

14. Process according to one of Claims 1 to 8, characterized in that the said substance is chosen from 
20 amphotericin B and derivatives thereof which have an antifungal activity. 

15. Process according to one of the preceding claims, characterized in that sterol(s), especially cholesterol 
and/or ergosterol, is(are) added to the solution of the said substance. 

25 16. Process according to Claim 15, characterized in that the molar ratio between the phospholipid(s) on the 
one hand and the sterol(s) on the other hand is between 1 and 2. 

17. Process according to one of Claims 9 to 13 characterized in that in step b) of the process the film 
obtained after evaporation of the solvent is resuspended in a solution buffered at a pH of between 5 

30 and 8, preferably at pH 5.9. 

18. Process according to Claim 17, characterized in that in step b) of the process the film obtained after 
evaporation of the solvent is resuspended in a solution of acetate or phosphate buffer. 

35 19. Process according to one of Claims 14 to 16 characterized in that in step b) of the process the aqueous 
solution is a 0.1 M saccharide or NaCI solution. 

20. Process according to one of the preceding claims, characterized in that after step b) of the process the 
lipid microparticles of crystalline appearance are purified by centrifugation and washing with distilled 

40 water or by an aqueous solution. 

21. Lipid microparticles of crystalline appearance obtained in particular by employing the process accord- 
ing to one of the preceding claims. 

45 22. Lipid microparticles of crystalline appearance which are stable in aqueous medium and comprise a 
substance which is insoluble in water and has an affinity for phospholipids, and at least one 
phospholipid, characterized in that the molar ratio (phospholipid(s)/active substance) is less than or 
equal to 2. 

so 23. Lipid microparticles of crystalline appearance comprising an active substance chosen from am- 
photericin B and antifungal derivatives thereof, and at least one phospholipid, in a molar ratio 
(phospholipid(s)/active substance) of less than or equal to 2. 

24. Microparticles according to one of Claims 21 to 23, characterized in that the molar ratio (phospholipid- 
55 (s)/substance) is between 0.8 and 1 .4. 

25. Microparticles according to one of Claims 21 to 24, characterized in that the phospholipid is 
phosphatidylcholine or derivatives thereof. 
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26. Microparticles according to one of Claims 21, 22, 24 and 25, characterized in that the insoluble 
substance which has an affinity for phospholipids is an anti-PAF-acether agent. 

27. Microparticles according to Claim 26, characterized in that the substance is chosen from the gink- 
5 golides and derivatives thereof. 

28. Microparticles according to Claim 26, characterized in that the substance is chosen from lignans and 
neolignans such as kadsurenone and derivatives thereof and the synthetic dinorlignan L-652-731 and 
derivatives thereof. 

JO 

29. Lipid microparticles of crystalline appearance according to one of Claims 21 to 25, characterized in that 
the substance is chosen from amphotericin B and antifungal derivatives thereof. 

30. Lipid microparticles of crystalline appearance according to one of Claims 21 to 29, characterized in that 
;5 sterol(s) is(are) added to the substance. 

31. Lipid microparticles of crystalline appearance according to Claim 30, characterized in that the molar 
ratio (phospholipid{s)/substance + sterol(s)) is between 0.8 and 1 .4. 

20 32. Lipid microparticles of crystalline appearance according to one of Claims 28 to 31 , characterized in that 
they comprise amphotericin B, cholesterol and phosphatidylcholine in a molar ratio of 1:2:4 respec- 
tively. 

33. Microparticles according to one of Claims 21 to 32, characterized in that they are in lyophilized form. 

25 

34. Pharmaceutical composition, characterized in that it contains as active principle microparticles accord- 
ing to one of Claims 21 to 33. 

35. Pharmaceutical composition according to Claim 34, characterized in that it is presented in injectable or 
30 pulverizable form. 

36. Pharmaceutical composition according to Claim 34, characterized in that it is presented in lyophilized 
form. 

35 Claims for the following Contracting States : ES, GR 

1. Process for the preparation of lipid microparticles of crystalline appearance comprising a substance 
which is insoluble in water, having an affinity for phospholipids, and at least one phospholipid, 
characterized in that: 

40 a) the organic solvent(s) is(are) evaporated from a solution of phospholipids and the said substance, 

and 

b) the film obtained after evaporation of the solvent(s) is resuspended in an aqueous solution with 
vigorous stirring, the molar ratio between the phospholipid(s) and the substance being between 0.1 
" " and 2. 

45 

2. Process according to Claim 1 , characterized in that the molar ratio between the phospholipid(s) on the 
one hand and the substance on the other hand is between 0.8 and 1 .2. 

3. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the phospholipid is 
so phosphatidylcholine or derivatives thereof. 

4. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the various solvents of the 
solutions employed are chosen from among the usual organic solvents, especially methanol, chloroform 
and mixtures thereof. 

55 

5. Process according to one of the preceding claims, characterized in that step a) is subdivided as 
follows: 

ai ) the solvent(s) is(are) evaporated from the solution of phospholipid(s), 
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a. 2 ) the lipid film obtained after evaporation is redissolved by adding a solution of the said substance, 
aa) the solvent(s) is(are) evaporated again from the solution of phospholipid(s) and the said 
substance. 

5 6. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the vigorous stirring in step b) 
is brought about by treatment with ultrasound. 

7. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the solution of phospholipid(s) 
is a solution in chloroform or in chloroform/rhethanol. 

10 

8. Process according to one of the preceding claims, characterized in that the solution of the said 
substance is a solution in chloroform/methanoi. 

9. Process according to one of Claims 1 to 8, characterized in that the said substance is chosen from 
15 substances which are antagonists of the acether of the "platelet activating factor". 

10. Process according to Claim 9, characterized in that the substance in question is chosen from lignans 
and neolignans. 

20 11. Process according to Claim 9 or 10, characterized in that the substance is chosen from kadsurenone or 
derivatives thereof and the synthetic dinorlignan 1-652-731 and derivatives thereof. 

12. Process according to one of Claims 1 to 8, characterized in that the substance in question is chosen 
from ginkgolides and derivatives thereof. 

25 

13. Process according to Claim 10, characterized in that the substance is chosen from PAF-acether 
antagonist substances which have a structure analogous to that of the said PAF-acether. 

14. Process according to one of Claims 1 to 8, characterized in that the said substance is chosen from 
30 amphotericin B and derivatives thereof which have an antifungal activity. 

15. Process according to one of the preceding claims, characterized in that sterol(s), especially cholesterol 
and/or ergosterol, is(are) added to the solution of the said substance. 

35 16. Process according to Claim 15, characterized in that the molar ratio between the phospholipid(s) on the 
one hand and the sterol(s) on the other hand is between 1 and 2. 

17. Process according to one of Claims 9 to 13 characterized in that in step b) of the process the film 
obtained after evaporation of the solvent is resuspended in a solution buffered at a pH of between 5 

40 and 8, preferably at pH 5.9. 

18. Process according to Claim 17, characterized in that in step b) of the process the film obtained after 
evaporation of the solvent is resuspended in a solution of acetate or phosphate buffer. 

45 19. Process according to one of Claims 14 to 16 characterized in that in step b) of the process the aqueous 
solution is a 0.1 M saccharide or NaCI solution. 

20. Process according to one of the preceding claims, characterized in that after step b) of the process the 
lipid microparticles of crystalline appearance are purified by centrifugation and washing with distilled 

50 water or by an aqueous solution. 

21. Process for the preparation of lipid microparticles of crystalline appearance according to one of the 
preceding claims, characterized in that the lipid microparticles of crystalline appearance are stable in 
aqueous medium and have a molar ratio (phospholipid(s)/active substance) of less than or equal to 2. 

55 

22. Process for the preparation of lipid microparticles of crystalline appearance according to one of Claims 
1 to 20, characterized in that the active substance is chosen from amphotericin B and antifungal 
derivatives thereof and the molar ratio (phospholipid(s)/active substance) is less than or equal to 2. 
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23. Process according to one of Claims 21 and 22, characterized in that the molar ratio (phospholipid (s)- 
/substance) is between 0.8 and 1 .4. 

24. Process according to one of Claims 21 to 23, characterized in that sterol(s) is(are) added to the 
5 substance. 

25. Process according to Claim 24, characterized in that the molar ratio (phospholipid(s)/substance + 
sterol(s)) is between 0.8 and 1 .4. 

w 26. Process according to one of Claims 24 and 25, characterized in that the amphotericin B, the cholesterol 
and the phosphatidylcholine are in a molar ratio of 1:2:4 respectively. 

27. Process according to one of Claims 21 to 26, characterized in that the microparticles are lyophilized. 

75 28. Process for the preparation of a pharmaceutical composition, characterized in that microparticles 
obtained by a process according to one of Claims 21 to 26 are mixed with a pharmaceutical^ 
acceptable vehicle. 

29. Process for the preparation of a pharmaceutical composition according to Claim 28, characterized in 
20 that it is presented in injectable or pulverizable form. 

30. Process for the preparation of a pharmaceutical composition according to Claim 28, characterized in 
that it is presented in lyophilized form. 

25 Patentanspruche 

PatentansprUche fur folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Verfahren zur Herstellung von lipidischen Mikropartikeln mit kristallinem Aussehen einer in Wasser 
unloslichen Substanz, die eine Affinitat fur die Phospholipide und mindestens ein Phospholipid 

30 aufweist, dadurch gekennzeichnet, dafi man 

a) das oder die organische(n) Losungsmittel einer Losung von Phospholipiden und der genannten 
Substanz verdampft, und 

b) den nach dem Verdampfen des oder der Losungsmittel(s) erhaltenen Film in einer wafirigen 
Losung durch kraftiges Ruhren wieder in Suspension bringt, wobei das molare Verhaltnis zwischen 

35 dem oder den Phospholipid(en) und der Substanz zwischen 0,1 und 2 betragt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das molare Verhaltnis zwischen dem oder 
den Phospholipid(en) einerseits und der Substanz andererseits zwischen 0,8 und 1,2 betragt. 

40 3. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi das Phospholipid 
Phosphatidylcholin ist. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, dafi die verschiedenen 
Losungsmittel der verwendeten Losungen unter den gebrauchlichen organischen Losungsmitteln 

45 ausgewShlt werden, insbesondere Methanol, Chloroform und ihren Mischungen. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi sich die Stufe a) wie 
folgt unterteilt: 

ai ) man verdampft das (die) Losungsmittel der Losung des (der) Phospholipide(s), 
50 32) man bringt den nach dem Verdampfen erhaltenen lipidischen Film wieder in Losung, indem man 

eine Losung der genannten Substanz hinzugibt, 

a3) man verdampft von neuem das (die) Losungsmittel der Losung von Phospholipid(en) und der 
genannten Substanz. 

55 6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi das kraftige RUhren 
in der Stufe b) durch Ultraschall-Behandlung erhalten wird. 
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7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung des(r) 
Phospholipide(s) eine Losung von Chloroform Oder Chloroform/Methanol ist. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB die Losung der 
5 genannten Substanz eine Losung von Chloroform/Methanol ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Substanz 
unter den antagonistischen Substanzen des Acethers des "Aktivierungsfaktors der Plattchen" ausge- 
wahlt wird. 

10 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die in Frage kommende Substanz unter den 
Lignanen und Neolignanen ausgewahlt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 Oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanz unter Kadsurenon oder 
15 seinen Derivaten und Synthese-Dinorlignan L-652-731 und seinen Derivaten ausgewahlt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die in Frage kommende 
Substanz unter den Ginkgoliden und ihren Derivaten ausgewahlt wird. 

20 13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanz unter den antagonistischen 
Substanzen des PAF-Acethers ausgewahlt wird, die eine analoge Struktur des genannten PAF-Acethers 
aufweisen. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Substanz 
25 unter Amphotericin B und seinen Derivaten ausgewahlt wird, die eine antifungische Aktivitat aufweisen. 

15. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, daB der Losung der 
genannten Substanz Sterol(e), insbesondere Cholesterol und/oder Ergosterol, zugesetzt werden. 

30 16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis zwischen dem oder 
den Phospholipid(en) einerseits und dem oder den Sterol(en) andererseits zwischen 1 und 2 betragt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB man in Stufe b) des 
Verfahrens den nach dem Verdampfen des Losungsmittels erhaltenen Film in einer Losung in 

35 Suspension bringt, die auf einen pH-Wert zwischen 5 und 8, vorzugsweise auf pH 5,9, gepuffert ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB man in Stufe b) des Verfahrens den nach 
dem Verdampfen des Losungsmittels erhaltenen Film in einer Losung von Acetat- oder Phosphat- 
Puffer in Suspension bringt. 

40 

19. Verfahren nach einem der AnsprUche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB in Stufe b) des 
Verfahrens die waBrige Losung eine 0,1 M Losung von NaCI oder Saccharid ist. 

20: Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi nach Stufe b) des 
45 Verfahrens die lipidischen Mikropartikeln mit kristallinem Aussehen durch Zentrifugieren und Waschen 
mit destilliertem Wasser oder durch eine waBrige Losung gereinigt werden. 

21. Lipidische Mikropartikel mit kristallinem Aussehen, insbesondere erhalten durch die Anwendung des 
Verfahrens nach einem der vorstehenden Anspruche. 

50 

22. Lipidische Mikropartikel mit kristallinem Aussehen, die im waBrigen Medium einer in Wasser unlosli- 
chen Substanz stabil sind und eine Affinitat fur die Phospholipide und mindestens ein Phospholipid 
aufweisen, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis (Phospholipid(e)/aktive Substanz) unter- 
halb von oder gleich 2 betragt. 

55 

23. Lipidische Mikropartikel mit kristallinem Aussehen einer aktiven Substanz, ausgewahlt unter Amphoteri- 
cin B und seinen antifungischen Derivaten, und mindestens einem Phospholipid in einem molaren 
Verhaltnis (Phospholipid(e)/aktive Substanz) von unterhalb oder gleich 2. 
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24. Mikropartikel nach einem der AnsprUche 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis 
(Phospholipid(e)/Substanz) zwischen 0,8 und 1 ,4 liegt. 

25. Mikropartikel nach einem der Anspruche 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB das Phospholipid 
5 Phosphatidylcholin oder eines seiner Derivate ist. 

26. Mikropartikel nach einem der Anspruche 21, 22, 24 und 25, dadurch gekennzeichnet, daB die 
unlosliche Substanz, die eine Affinitat fur die Phospholipide aufweist, ein Anti-PAF-Acether-Mittel ist. 

w 27. Mikropartikel nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanz unter den Ginkgoliden und 
ihren Derivaten ausgewahlt wird. 

28. Mikropartikel nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanz unter den Lignanen und 
Neolignanen, wie Kadsurenon oder seinen Derivaten und Synthese-Dinorlignan L-652-731 und seinen 

;5 Derivaten ausgewahlt wird. 

29. Lipidische Mikropartikel mit kristallinem Aussehen nach einem der Anspruche 21 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Substanz unter Amphotericin B und seinen antifungischen Derivaten ausge- 
wahlt wird. 

20 

30. Lipidische Mikropartikel mit kristallinem Aussehen nach einem der Anspruche 21 bis 29, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Substanz Sterol(e) zugesetzt wird (werden). 

31. Lipidische Mikropartikel mit kristallinem Aussehen nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB das 
25 molare Verhaltnis (Phospholipid(e)/Substanz + Sterol(e)) zwischen 0,8 und 1 ,4 liegt. 

32. Lipidische Mikropartikel mit kristallinem Aussehen nach einem der Anspruche 28 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet. daB sie Amphotericin B, Cholesterol und Phosphatidylcholin in einem molaren Verhalt- 
nis von 1:2:4 umfassen. 

30 

33. Mikropartikel nach einem der Anspruche 21 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB sie in lyophilisierter 
Form vorliegen. 

34. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie als Wirkstoff Mikropartikel nach 
35 einem der AnsprOche 21 bis 33 enthalt. 

35. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB sie in injizierba- 
rer oder verspruhbarer Form konditioniert wird. 

40 36. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB sie in lyophili- 
sierter Form konditioniert wird. 

Patentanspriiche fur folgende Vertragsstaaten : ES, GR 

45 1. Verfahren zur Herstellung von lipidischen Mikropartikeln mit kristallinem Aussehen einer in Wasser 
unloslichen Substanz, die eine Affinitat fOr die Phospholipide und mindestens ein Phospholipid 
aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) das oder die organische(n) Losungsmittel einer Losung von Phospholipiden und der genannten 

Substanz verdampft, und 

so b) den nach dem Verdampfen des oder der Losungsmittel(s) erhaltenen Film in einer waBrigen 

Losung durch kraftiges Ruhren wieder in Suspension bringt, wobei das molare Verhaltnis zwischen 
dem oder den Phospholipid(en) und der Substanz zwischen 0,1 und 2 betragt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis zwischen dem oder 
55 den Phospholipid(en) einerseits und der Substanz andererseits zwischen 0,8 und 1 ,2 betragt. 

3. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Phospholipid 
Phosphatidylcholin oder seine Derivate ist. 
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4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi die verschiedenen 
Losungsmittel der verwendeten Ldsungen unter den gebrauchlichen organischen Losungsmitteln 
ausgewahlt werden, insbesondere Methanol, Chloroform und ihren Mischungen. 

5 5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB sich die Stufe a) wie 
folgt unterteilt: 

ai ) man verdampft das (die) Losungsmittel der Losung des (der) Phospholipide(s), 
a2) man bringt den nach dem Verdampfen erhaltenen lipidischen Film wieder in Losung, indem man 
eine Losung der genannten Substanz hinzugibt, 
10 a3) man verdampft von neuem das (die) Losungsmittel der Losung von Phospholipid(en) und der 

genannten Substanz. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS das kraftige Ruhren 
in der Stufe b) durch Ultraschall-Behandlung erhalten wird. 

75 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung des(r) 
Phospholipide(s) eine Losung von Chloroform oder Chloroform/Methanol ist. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung der 
20 genannten Substanz eine Losung von Chloroform/Methanol ist. 

9. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Substanz 
unter den antagonistischen Substanzen des Acethers des "Aktivierungsfaktors der Plattchen" ausge- 
wahlt wird. 

25 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die in Frage kommende Substanz unter den 
Lignanen und Neolignanen ausgewahlt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanz unter Kadsurenon oder 
30 seinen Derivaten und Synthese-Dinorlignan L-652-731 und seinen Derivaten ausgewahlt wird. 

12. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die in Frage kommende 
Substanz unter den Ginkgoliden und ihren Derivaten ausgewahlt wird. 

35 13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanz unter den antagonistischen 
Substanzen des PAF-Acethers ausgewahlt wird, die eine analoge Struktur des genannten PAF-Acethers 
aufweisen. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Substanz 
40 unter Amphotericin B und seinen Derivaten ausgewahlt wird, die eine antifungische Aktivitat aufweisen. 

15. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, daB der Losung der 
genannten Substanz Sterol(e), insbesondere Cholesterol und/oder Ergosterol, zugesetzt werden. 

45 16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis zwischen dem oder 
den Phospholipid(en) einerseits und dem Oder den Sterol(en) andererseits zwischen 1 und 2 betragt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB man in Stufe b) des 
Verfahrens den nach dem Verdampfen des Losungsmittels erhaltenen Film in einer Losung in 

so Suspension bringt, die auf einen pH-Wert zwischen 5 und 8, vorzugsweise auf pH 5,9, gepuffert ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB man in Stufe b) des Verfahrens den nach 
dem Verdampfen des Losungsmittels erhaltenen Film in einer Losung von Acetat- oder Phosphat- 
Puffer in Suspension bringt. 

55 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB in Stufe b) des 
Verfahrens die waGrige Losung eine 0,1 M Losung von NaCl Oder Saccharid ist. 
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20. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, daB nach Stufe b) des 
Verfahrens die lipidischen Mikropartikeln mit kristallinem Aussehen durch Zentrifugieren und Waschen 
mit destilliertem Wasser Oder durch eine wafirige Losung gereinigt werden. 

5 21. Verfahren zur Herstellung von lipidischen Mikropartikeln mit kristallinem Aussehen nach einem der 
vorstehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, daB die lipidischen Mikropartikeln mit kristallinem 
Aussehen im waSrigen Medium stabii sind und ein molares Verhaltnis (Phospholipid(e)/aktive Substanz) 
von unterhalb oder gleich 2 aufweisen. 

/o 22. Verfahren zur Herstellung von lipidischen Mikropartikeln mit kristallinem Aussehen nach einem der 
AnsprUche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB die aktive Substanz unter Amphotericin B und seinen 
antifungischen Derivaten ausgewahlt wird und das molare Verhaltnis (Phospholipid(e)/aktive Substanz) 
unterhalb von oder gleich 2 betragt. 

15 23. Verfahren nach einem der AnsprUche 21 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dafl das molare Verhaltnis 
(Phospholipid(e)/Substanz) zwischen 0,8 und 1 ,4 liegt. 

24. Verfahren nach einem der AnsprUche 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB der Substanz Sterol(e) 
zugesetzt wird (werden). 

20 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis (Phospholipid(e)- 
/Substanz + Sterol (e)) zwischen 0,8 und 1,4 liegt. 

26. Verfahren nach einem der AnsprUche 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, daB Amphotericin B, 
25 Cholesterol und Phosphatidylcholin in einem molaren Verhaltnis von 1:2:4 vorliegen. 

27. Verfahren nach einem der AnsprUche 21 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikropartikel 
lyophilisiert werden. 

30 28. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB 
man die nach einem Verfahren gemafi einem der AnsprUche 21 bis 26 erhaltenen Mikropartikel mit 
einem pharmazeutisch akzeptablen Trager vermischt. 

29, Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach Anspruch 28, dadurch 
35 gekennzeichnet, daB sie in injizierbarer oder verspruhbarer Form konditioniert wird. 

30. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie in lyophilisierter Form konditioniert wird. 

40 
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